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[緒言】
シスプラチン(CDDP)Gまその優れた抗癌効果から,様々な癌の化学療法に頻用されているが,耐性
獲得が問題となっている｡口腔癌を含む多くの固形癌においてCDDP耐性を認める症例は多い｡固形
癌内部環境においては,低酸素(Hypoxia),lowpH,グルコース飢餓といった特有の環境因子がストレ
スとなり抗癌剤耐性獲得に関与するとされているO特にHypoxia環境下で特異的に誘導されるHIF-1α
はアポトー シス抑制に関与し,抗癌剤耐性に関与するという報告も多い｡
また近年,固形癌内部のHypoxia環境がDNA修復機構に大きく影響を及ぼすことが明らかになって
きた｡つまり固形癌におけるCDDP耐性獲得機構に,Hypoxia環境下のDNA損傷修復が関与してい
る可能性があると考えられるOそこで,本研究では属平上皮癌のHypoxia環境下におけるCDDP耐性と
HIF.1αおよびDNA修復因子について検討し,固形癌におけるCDDP耐性獲得機構の解明の一助と
することを目的としたQまた,HypoxiaL環境下で特異的に作用する抗癌剤 Tirapazamine(TPZ)によ
るCDDP耐性克服の可能性についても検証を行った｡
【材料および方法1
1.培養細胞株および培養法
ヒト届平上皮癌細胞株A431細胞株(A431/P)と同細胞株より突然変異誘発法により当分野で樹立した
CDDP耐性細胞株(A431/CDDP2)を使用したOこれらの細胞株は10%FBSを含むDMEM仔12を用い,
5%CO2,37℃で培養したO酸素分圧 1%をHypoxia環境とし,正常酸素分圧Olormoxia)環境は酸素分
圧20%の状態とした｡
2.CDDP感受性試験
A431/PとA431/CDDP2のCDDP感受性をMTTアッセイにて検討した｡各細胞株に各濃度のCDDP
を添加し,NormoxiaとHypoxia環境下で72時間培養を行なった.その後celTiter96AQueousOne
solutionReagentを添加しマイクロプレートリー ダー(Bio-Rad)にて測定し,それぞれの細胞株の
HypoxiaとNomoxia環境下におけるCDDPのIC50濃度を算出した｡
3.培養条件下での細胞のDNA損傷の解析(coJnetAssay)
培養細胞株のDNAの損傷はCometAssayにて検討した｡方法はCometAssayKit(R良DSystems)
のプロトコー ルに従ったQ蛍光顕微鏡で撮影し,TailMomentをCometAssayIV(PerceptiveInstrument
Ltd.)により解析した｡
4.Real_timePCRによるHIF-1αおよび各種DNA修復酵素mRNA発現の解析
A431/p,A431/CDDP2にIC5｡濃度のCDDPを添加し,NomoxiaとHypoxia環境下で24時間培養
を行なった後,全 RNAを RNeasyKit(QIAGEN)を用いて抽出し,TaKaRaRNAPCRKit(AMV)
vcr.3.0を用いて,cDNA の調整を行った｡Real-timePCR による mRNA発現変動の解析には,
chromo4TMreaトtimePCR解析システムを使用した｡
5.WesternBlotting法によるHIF･1αおよび各種DNA修復酵素タンパク発現の解析
A431仲,A431/CDDP2にIC50濃度のCDDPを添加し,NormoxiaとHypoxia環境下で24時間培養を
行った.細胞溶解液 [20mM Tris(pH7.4),150mM NaCl,1%NP140,0.5%Deoxycholate,lmM
phenylmethylsulfonylFluoride,ProteaselnhibitorCocktail(Sigma)]で細胞を可溶化し,タンパク定量し
た｡タンパク量10pgの細胞溶解液をsDS-PAGEにより分離した後,pvDF膜に転写した｡5%スキムミルク
含むTBS･Tでブロッキング後,1次抗体として抗HIF-1α抗体(NovusBiologicalS),抗DNAIPKcs抗
体(SantaCruzBiotechnology),抗ERCCl抗体(Abcam)を用いた02次抗体を反応させた後,ECL
システムを用いてⅩ線フイルムに化学発光した｡
6.TPZ添加時のCDDP感受性試験
A431/P,A431/CDDP2におけるTPZ添加時の CDDP感受性試験を行った｡A431/P,A431/CDDP2
に種々の濃度のCDDPと10pMのTirapazamineを添加し,NormoxiaとHypoxia環境下で72時間培養
を行った後,0.4%TripanBlue色素排除法にて生細胞数をカウントし,細胞生死の判定を行った｡
7,TPZl添加時のHIF-1α,ERCCl,およびDNA-PKcsmRNA,タンパク発現の解析
前述の4,5に準じ,Real･timePCR法によりmRNA発現を,またWesternblotting法により
タンパク発現を解析した｡また,CDDPとTPZを同時に添加した場合のタンパク発現を解析した｡
【結果および考察】
A431/P,A431/CDDP2において CDDPによる細胞生存率-の影響を調べた結果,Normoxia
環境下に比LHypoxia環境下でCDDPのIC50濃度が高くなり,CDDP感受性の低下を認めた｡
また,そのHypoxiaにおける効果はA431/Pの方が著明であった｡
CometassayによるDNA損傷解析の結果,両細胞株はHypoxiaにより,あるいはNormoxia
環境下でのCDDP添加によりDNA損傷の増加が認められたO-方,Hypoxia環境下ではいずれ
の細胞株においてもCDDP添加によるDNA損傷の増加は観察されなかった｡
両細胞株において,Hypoxia環境下のHIF･1αタンパク,mRNA発現量増加を認め,A431/Pに
比LA431/CDDP2の方がHypoxia環境下でHIF･1αmRNA発現量がより増加していたことから,
CDDP耐性化機序にHIF-1αが関与する可能性が示唆された｡
DNA損傷時の修復に関わる酵素の一つであるERCClは,A431rPにおいてNormoxia環境下
では CDDPによりそのタンパク発現量が増加していたが,逆にHypoxia環境下においては低下
を認めたO一方,A431/CDDP2においては,Normoxia,Hypoxia両環境下でCDI)PによりERCCl
タンパクの発現が増加していたOまた同じく DNA 修復酵素の一つである DNA-PKcsは,
A431/CDDP2においてHypoxia寮境下でCDDPによりそのmRNA発現量が増加していた｡以
上のことからCDDf'の耐性獲得においてDNA修復機構が関与する可能性が示唆された｡
TPZを併用することで両細胞株ともにCDDPIC50濃度が低下しCDDP感受性の上昇を認めた｡
HIF11α並びにDNA･PKcsのタンパク発現がHypoxia環境下において TPZにより抑制されたこ
とから,TPZはHypoxia環境下で誘導されるHIF･1αの発現を抑制し,さらにDNA修復に関わ
るDNA･PKcs発現を低下させることによりCDDP感受性を上げている可能性が示唆された｡
Hypoxia環境下における癌細胞内では,DNA修復機構が抑制され,遺伝子変異の蓄積により
悪性度が増加し,さらに DNA修復機構を介した損傷シグナルの速断により抗癌剤抵抗性を示す
ことが考えられるcCI)DPにTPZを併用することでHypoxia環境下において著しくCDDP感受
性が増大したことは,TPZがCDDPの耐性克服となる可能性を示唆したものであると考える｡
【結論】
属平上皮癌仏431/P,A431/CDDP2)におけるHypoxia環境下での CDDP耐性機構にHIFllα
及びDNA･PKcSが関与している可能性があり,CDDPとTPZの併用による癌化学療法がCDDP
耐性克服に有用である可能性が示唆された｡
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
シスプラチン (CDDP)は優れた抗腫蕩効果から,固形癌化学療法おける重要な抗癌剤であ
り,口腔癌においても頻用されているが,CDDPに対する耐性細胞の出現が臨床上大きな問
題となっているo固形癌においては,低酸素 (hypoxia),lowpH,グルコース飢餓といった
特有の環境因子がストレスとなり抗癌剤耐性獲得に関与するとされているC特に hypoxia環
境下で特異的に誘導されるhypoxiainduciblefactor･1α(HIF11α)はアポ トー シス抑制に関
与し,抗癌剤耐性に関与するという報告も多い｡また,固形癌内部のhypoxia環境がDNA修
復機構に大きく影響を及ぼすことが明らかになってきている｡そこで,本研究では固形癌にお
けるCDDP耐性獲得機構の解明の一助とすることを目的とし,A431細胞株 (A431/P)とそ
のCI)I)P耐性細胞株(A431/CDDP2)を用いて,hypoxia環境下におけるCDDP耐性とHIFllcL
およびDNA修復因子について検討した｡さらに,hypoxia環境下で特異的に作用する抗癌剤
Tirapazamine(TPZ)によるCDDP耐性克服の可能性についても検証を行い,以下の結果を
得た｡
1.両細胞株においてnormoxia環境下に比Lhypoxia環境下でCI)DPのIC与0濃度が高くなり,
CDDP感受性の低下を認めた｡A431/P に比LA431/CDDP2の方が bypoxia環境下
HIF･1αmRNA発現量がより増加していたことから,CDDP耐性化機序にHIF･1cLが関与する
可能性が示唆された｡
Excisionrepaircross･complementationgroup1(ERCCl)は,A431/Pにおいてnormoxia
環境下ではCDDPによりそのタンパク発現量が増加していたが,hypoxia環境下においては
低下を認めた.一方,A431/CDDP2においては,normoxia,hypoxia両環境下でCDDPに
より ERCClタンパク発現が増加していた｡DNA･dependentproteinkinaseCatalytic
subunit(DNA･PKcs)は,A431/CDI)P2においてhypoxia環境下でCDDPによりそのmRNA
発現量が増加していた｡
2.TPZを併用することで両細胞株ともにCI)DPIC50濃度が低下し,CI)DP感受性の上昇を認
めたQまた,HIF-1α並びにDNA･PKcsのタンパク発現がhypoxia環境下においてTPZによ
り抑制されたことから,TPZはhypoxia環境下で誘導されるHIF-1αの発現を抑制し,さらに
DNA修復に関わるDNA･PKcsの発現を低下させることによりCDDP感受性を上げている可
能性が推察されたQ以上の結果は,CDDPとTPZの併用による化学療法がCDDP耐性克服
に有用である可能性を示唆するものである｡
これらの知見はCDDP耐性機構を解明するうえで価値ある研究であると思われる｡よって
審査委員一同は,本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認めるO
